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^tilisafcioa pons la pg<§p€igafciQa &<b ^ouchm 
g^eea&iaaafc®^ &m So pylQgio 

Hel Icobacteg pylori (d^signd dgaleaent pag 
1 " e3q)ression Ho pylori ) est un© bact^rie & gram SKSgatif 
retrouv6e ©ssclusivement k ce jour & la surface de la 
mugueuse de la parti® antrale de l^estomac ches 
I'hoautte, et plus particulidrement autour des lesions 
des crat&res des ulcf&res gastriques et duodSnauKo Cette 
bact^rie <Stait inialement appel(Se Campylobacter 
pyldridis (Warren et al (1983) Lancet lo 1273-1275) o 

Comme la plupart des bact6ries^ Ho pylori est <> 
sensible k un milieu de pH acide mais cependant peut 
tol6rer 1 "acidity en presence de taux physiologiques 
d^ur<6e (Marshall et al (1990) Gastroenterol o 99 s 
697-^702) o En hydrolysant l^'urde sous forme de dioxyde 
de carbone et d° ammoniac qui sont relarguds dans le 
microenvironnement de la bactfSrie, 1 "urease de Ho 
pylori est suppos6e permettre la survie de la bact6rie 
dans l^enyironnement acide de l^estomaco R(§cemment des 
<itudes men(ies sur des modules animau^c ont fourni des 
(Sl&nents sugg(Srant que 1** urease est un facteur 
important dans la colonisation de la muqueuse gastrigue 
(Eaton et al (1991) Infecto Immuno 59s 2470=2475) o 
L°ur(§ase est <§galement suspect<§e de causer des dommages 
soit directement^ soit indirectement, la muqueuse 
gastrigue o 

Helicobacter pylori ( Ho pylori ) est 6 l^heure 
actuelle reconnu comme 1« agent Stiologique des 
gastrites antrales^ et apparait comme un des cofacteurs 
requis pour le diSveloppement des ulcfereso Par ailleurs 
il semble que le dSveloppement de carcinomes gastriques 
puisse Stre associ6 & la presence de Ho pylori c 


Toutes les souches Isoldes en clinique & partlr 
des biopsies ou de jus gastrlque synthdtisent une 
urease tr%s active, expos6e en surface de la bact^rie, 
qui est l*une des prot^ines les plus isanunog^nes de 
H> pylori , urease est suspect^e de jouer tin r61e dans 
le processus pathog^nigue, un fait qui a 6t6 confirm^ 
par les experimentations r^alis^es sur le pore montrant 
que des souches faiblement productrices d* urease 
obtenues par mutagdn&se chimique, 6taient incapables de 
coloniser I'estomac du pore. Ces r^sultats obtenus 
apres mutagen&se chimique ne permettent cependant pas 
d'attribuer de fa^on certaine, la diminution de la 
production d* urease h une inaptitude & coloniser 
l*estomac, d*autres g&nes ayant pu etre inactiv6s lors 
de la mutag^n&se g^n^ralis^e. II ne s"agit done pas de 
mutations contrdlables et par consequent cette 
technique ne pr^sente pas d«int6ret reel dans la 
conception de moyens destines & diminuer, voire 
prevenir les effets nefastes de 1 'urease dans le cas 
d*\ine infection par H. pylori . 

Outre ce rdle dans la colonisation de l*estomac, 
il a ete montre que 1' urease ainsi que 1* ammoniac 
liberee pourraient avoir un effet cytotoxique direct 
sur les cellules epitheiiales et un effet indirect en 
induisant une reponse inf lammatoire qui serait & 
I'origine des lesions gastriques. 

L* urease est done l*un des determinants de 
pathogenicite les plus importants, et la construction 
de souches isogeniques de H> pylori inactivees 
specif iquement dans les genes responsables de 
1' expression de 1 'urease, qu'il s'agisse des genes de 
structures ou des genes accessoires, sont de premiere 
importance pour preciser le rdle de 1' urease dans 
I'etape de colonisation, et pour une application & la 
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construction de souches utilisables pour prot^ger les 
individus dans un processus de vaccination^ par exeraple 
par la construction de souches att<§nu£eSo 

Jusgu°& present les gdnes d® l^iardas® avaient 
localises sur ub fragment de 34 IScb d^ chromosome de 
Ho pylori efe avaient dt^ associd® & me r<Sgion de 
4^2 prSsente dans ce fragment o Quatre gdnes diSsign<is 
par les termes ureA ^ ureB g ureC et ureD avaient &t& 
associds & cette rdgion de 4^2 kbo Gette r(£gion 
peraettait d^obtenir nn ph(§notyp® ur^iase-positif 
lorsgue l^hD'^ de 4^2 kb <Stait transfdrfS par 
1 ' intermddiaire d^'un vecteur navette dans Campylobacter 
ie1\mi o 

Cependant la transformation de cellules de Eocoli 
avec l^MM de 4^2 kb pricddemment ddcrit ne permettait 
pas d^obtenir 1" expression d'une activitd urdasique 
dans gocoli o 

Les inventeurs ont rdussi & determiner quels sont 
les (ll(&aentSi^ tant du point de vue gindtigu® que du 
point des condition® dm culture^ necessaires pour 
1 » expression dans BoColi d^une activitd urdasique telle 
qu'obtenue ches Ho pylori c lis ont li cet dgard 
dSteraind que 1" expression de l^urdas© chez EoColi 
dtait ddpendante & la fois de 1° activation du systdme 
de rdgulation de l°agote de Eocoli et de la prdsence de 
gdnes accessoires des gdnes structuraos de. l^urdaseo 
lis ont identifid et isold plusieurs gdnes que l°on 
designera parfois dans la suite par l^esspression °°gdnes 
accessoires"^ de l°urdase^ qui permettent 1° expression 
fonctionnelle de l^iurdas® ches Bocoli et ddterminent la 
maturation et la rdgulation de l°urdase cheg Ho pylori c 
invention concerne done un ensemble de cinq 
nouveaux gdnes ddterminants ou au moins susceptibles 
d^intervenir dans 1" expression fonctionnelle de 


1 "urease chez H, pylori et chez E.ooH m alnsl que 
chacun de ces gdnes consld^r^s Isol^ment et: 
Ind^pendamment des autres g&nes. Elle vise ^galement: 
cet ensemble de g^nes, le cas ^ch^ant modifies, en 
association avec les g^nes de structvire d^slgn^s par 
ureA, ureB, ureC et ureD de 1* urease et d^crlts dans la 
publication (Lablgne et al (1991) J, Bacteriol 173 : 
1920-1931) . 

L* Invention vise par allleurs de nouveaux noyens 
de detection in vitro d'une infection par H> pylori c 
alnsl que des compositions utilisables pour la 
protection centre 1' infection par H. pylori c 

L* invention a done pour objet une sequence 
nucl^otidique, caract6rls6e en ce qu'elle est 
constitute par ou en ce qu'elle comprend au moins une 
des sequences nucltiques correspondant aux g&nes 
appelts ureE . ureF, ureG, ureH , urel et rtpondant aux 
enchainements nucltotidiques prtsentts h la figure 4 
ci-dessous : 
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ou, toute partie d*au moins une de ces sequences 
nucl^igues. 

Une sequence nucl^otldlque selcn 1* invention est 
constitute soit par de I'ADN, soit par de I'ARN. 

L' invention concerne aussi une sequence 
nucltotidique modifi^e par rapport & la sequence 
nucltotidique dtcrite ci-dessus, par dtlttion, 
addition, siibstitution ou inversion d'un ou plusieurs 
nucleotides, de telle fa^on que les proprittes 
fonctionnelles des polypeptides codts par ces genes 
modifies sont soit conservees soit attenutes, voire 
supprimees, par rapport aux propritt^s des polypeptides 
UreE, UreP, UreG, UreH ou Urel tels qu'exprints par 

H. pylori , ou de telle fa9on que cette sequence 

n*exprime pas de polypeptide chez H. pylori c 

Selon un mode particulier de realisation de 
1* invention et dans le cadre de la definition 
prtcddente, une sequence nucltotidique est caracteriste 
en ce qu*elle constitute par, ou en ce qu'elle 
comprend : 

a) 1 " enseioble des sequences nucltiques 
correspondant aux g^nes appelts ureE, ureF, ureG, 
ureH, urel et rtpondant aux enchainements 
nucleotidiques prtsentts a la figure 4 ou, 

b) 1 'ensemble formt par les sequences nucltiques 
(variantes) correspondant h ces genes modifies 
indtpendamment les uns des autres , de telle fa^on 
que 1' ensemble de ces variantes code pour des 
polypeptides ayant une homologie fonctionnelle 
avec les polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH ou 
Urel tels qu'exprimts par pylori , ou au 
contraire code pour des polypeptides modifies, 
pour atttnuer voire supprimer les proprittes 
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fonctionnelles des polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH ou Urel tels qu'exprim^s par H. pylori ou. 
Des fragments des sequences nucltotidigues ci- 

dessus sont int^ressants pour diff^rentes raisons et & 

titre d'exemple on peut d^finir : 

- des fragments des susdites sequences, ayant 
conserve la capacity de coder pour des 
polypeptides ayant une homologie fonctionnelle 
avec les polypeptides tels qu'obtenus par 
expression d'un gfene choisi parmi ureE, ureF , ureG 
ou urel, dans H, pylori ; 

- des fragments codant pour toute partie des 
polypeptides ci-dessus tels qu'obtenus chez 
H. pylori , et en particulier codant pour des 
peptides ou des parties de polypeptides reconnus 
par des anticorps dirigis contre H, pylori ou 
capables de se comporter comme des hapt^nes ou des 
immunogtoes ; 

- des fragments des susdites sequences d^pourvus 
de la capacity de coder pour les polypeptides de 
H« pylori tels qu*exprim6s h partir des gfenes 
ureE , ureF , ureG , ureH ou urel ; 

- des fragments codant povr des polypeptides ou 
peptides ayant des propri^t^s att^nu^es, voire 
supprim^es par rapport aux propri^t^s des 
polypeptides cod6s par les g&nes ureE , ureF, ureG, 
ureH ou urel de H> pylori . 

Ces genes ureE , ureF, ureG, ureH et urel , est 
present sur un chromosome de H. pylori ; ces gfenes sont 
des g^nes dits accessoires par rapport aux gfenes de 
structure de 1 "urease (ureA, ureB) , Par opposition aux 
g^nes de structure, les g^nes accessoires ne sont pas 
nScessaires h la formation de l*enzyme urease. En 
revanche ils interviennent dans 1< expression 
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fonctionnelle de l*ur4ase telle qu'exprlmde chez 
H. pylori c par des moyens de regulation et/ou de 
maturation de 1* urease forage. L*ur6ase est en effet 
exprim^e sous la forme d*une apoenzyme inactive avant 
de subir une ^tape de maturation au sein de H. pylori c 
etape qui lui conf&re sa forme d* enzyme fonctionnelle. 

Les inventeurs ont par ailleurs constats que la 
presence de ces cinq g&nes accessoires est 
indispensable & 1* expression de 1' urease fonctionnelle 
dans des cellules de E>coli pr^alablement trans formSes 
avec les g&nes de structure ureA, ureB, ureC et ureD. 

En consequence 1 * identification de ces g^nes et de 
leurs sequences nucieotidiques, permet d*envisager des 
moyens pour moduler 1' activity ureasique dans des 
souches de H. pylori en particulier pour preparer des 
souches attenuees* 

Selon un premier mode de realisation de 
1* invention, des sequences nucieotidiques interessantes 
codent pour des polypeptides ayant une homologie 
fonctionnelle avec les polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH et Urel naturels. Cette homologie entre des 
polypeptides, est appreciee par rapport & la capacite 
de ces polypeptides, de fonctionner au sein de 
H> pylori , comme les polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH et Urel naturels et par consequent de contribuer & 
la formation de 1 * urease fonctionnelle h partir de 
1' apoenzyme. 

Cette homologie fonctionnelle peut etre detectee 
par la mise en oeuvre du test suivant : 10^ bacteries 
sont resuspendues dans 1 ml de milieu uree-indole et 
inci2bees & 37 *C. L*hydrolyse de l^uree conduit & la 
liberation d*€unmoniaque, qui en augmentemt le pH, 
induit un changement de coloration de orange h rouge 
f ushia . 
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Au contraire on peut mettre en oeuvre dans le 
cadre de 1" invention^ des sequences nucl(iotidiques^ 
r6pondant & 1" ensemble des s<lquence@ nucltSiques 
correspondant aux gfenes ureB . ureF . ^geS ^ ureH urel^ 
ces sequences (Stant aodi fides d© iugon k ce que les 
polypeptides pour lesguelg elles codeafe ne poss&dent 
plus la capacitd des polypeptides naturels de persaettr® 
la production d°une urdase fonctiennelle dans Ho pylori 
ou le cas dchdant dans une autre espdc©o Dans c® cas on 
cherche & attdnuer ou & suppriaer les propridtds 
fonctionnelles des polypeptides laaturels^ tels 
<p qu«e3cpriads par Ho pylori o On considdre que les 

propridtds fonctionnelles sont attdnudes lorsque la 
souche dans laquelle les sdquences nucldotidiques selon 
1" invention sont insdrdes^ produit une urdase non 
pathogdne par eseaple sous la fora© d°une apoensyaeo 
Cette pathogdnicitd peut itre dvalude par la mise en 
oeuvre du test suivant % 

On teste 1 ° implantation dans l^estoaac d°un 
animal^ de prdfdrence le porcelet gnotobiotique^ de la 
souche recombinant©, en utilisant la technique ddcrite 
par Baton et al (1991 Infect, Immuno 59 g 2470-2475) » 

Selon un premier mod© d© rdalisation d© 
1" invention, une sdquence nucldotidique tell© que 
ddfinie prdcddemment peut etr© associde aus sdquences 
nucldiques correspondant au3g gdnes de structure ureA et 
ureB codant , pour les sous-unitds urdasiques chez 
Ho pylori o 

Selon un autre mode d© rdalisation d© 1" invention, 
cette sdquence nucldotidique est associde amc gdnes 
ureA, ureB, ureC et/ou ureD codant pour 1° urdase ches 
Ho pylori o 

Dans ce cas les diffdrents gdnes peuvent dtre 
local isds sur des rdpl icons distinctSo 
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L* Invention concerne dgalement les sequences 
nucl^otidigues entrant dans le cadre de la definition 
pr^c^dente et r^pondant h l*un des enchainements 
nucl^otidiques codant correspondant aux g^nes ureE, 
ureP, ure6, ureH ou urel. A cet ^gard 1« invention vise 
en particulier les enchainements suivants : 

l*enchainement ureE correspondant a\ix 
nucleotides 800 1309 de la sequence de la figure 
4, ou tout fragment de cet enchalnement d^s lors 
gu*il hybride dans des conditions stringentes 
c*est h dire h 68 *C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou & 37 *C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1 ' enchalnement ureE ou avec la sequence 
compiementaire & cet enchalnement, 

- 1* enchalnement ureF correspondant aux 
nucleotides 1324 h 2091 de la sequence de la 
figure 4, ou tout fragment de cet enchalnement d^s 
lors qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c*est & dire & 68 *C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou & 37 *C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1 * enchalnement ureF ou avec la sequence 
complement a ire & cet enchalnement, 

- 1 * enchalnement ureG correspondant aux 
nucleotides 2123 h 2719 de la sequence de la 
figure 4, ou tout fragment de cet enchalnement des 
lors qu*il hybride dans des conditions stringentes 
c'est & dire & 68 *C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou h 37 *C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1' enchalnement ureG ou avec la sequence 
compiementaire k cet enchalnement, 

- 1* enchalnement ureH correspondant aux 
nucleotides 2722 h 3516 de la sequence de la 
figure 4, ou tout fragment de cet enchalnement dfes 
lors qu'il hybride dans des conditions stringentes 


o 
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c'est k dire & 68^ C dans 6 3C SSC milieu de Denhard 
ou & 37**C dans 5 ^ SSC 50% Foxnaajaide avec 
I'enchainement ugeH ou avec la sequence 
coapliaentaire & cet enchalnement^ 

1 enchaineaenfc urel cosrrespondant au3C 
nucldotides 211 a 795 d® la sdgiaence de la figure 
ou tout fragment de cet enchaineaent d%s lors 
gu^il hybride dans des conditions stringentes 
c^'est & dire & 68°C dans S k SSC ailieu de Denhard 
ou & 37 dans 5 s SSC 50% Foraamide avec 
1 ° enchaineaent urel ou avec la S(Squence 
coapl(Saentaire k cet enchaineaento 
On appelle ici "^sSquences coapl(§aentaires'™ en ce 
qui conceme les sequences d°ADM^ des sequences 
inverses et coapl6mentaireSo Le terae ® inverse"" rend 
coapte de la restauration de 1 ° orientation 5^°2^ de 
l"acide nucldique^ coapldaentair© par la nature des 
nucldotides et ce par rapport k une sequence donndeo 

L° invention vise aussi m enchaineaent 
nucldotidique particulier rdpondant t la sdquence 
suivante % 

GCG MA ATA TGC TAT GAA ATA GGA AAC CGC CAT 
invention se rapporte dgalement k toute sdquence 
d^ADH qui coaprend cet enchaineaes:iit nucldotidique o 

Les sdquence© nucldotidiques selon 1^ invention 
rdpondant aux ddffinitions prdcddentes peuvent entrer 
dans la constitution de sondes ^ lorsqu^elles sont 
marqudes^ par easeaple k leur extrdaitd 5° et/ou 3"^, par 
une substance que l^on peut ddtectero A tit re de 
aarqueur on peut citer les isotopes radioactifs^ les 
ensyaes^ les aarqueurs chiaiques ou chiaioluainescents^r 
les fluorochroaes^ les haptdnes on les anticorps^, des 
analogues de base ou encore des aarqueurs physiques <> 
Ces aarqueurs peuvent le cas dchdant dtre fiacds k un 


support solide par exemple un support partlculaire ou 
membranalre, conune des billes nagndtlques. 

A tltre de marqueur pr6f6r6, on peut citer le 
phosphore radioactif (^^p) incorpor6 & I'extr^mlt^ 5* 
de la sequence utllls6e conme sonde. 

Avantageusement une sonde nucl^otidique selon 
1* invention comprend tout fragment des g&nes d^crits, 
par exemple des fragments d* environ 45 nucleotides. 

Des sondes pr^f^r^es selon 1* invention sont 
constitutes par des fragments issus des g&nes ureH ou 
urel . 

A partir des sequences nucltotidiques selon 
1" invention, on peut aussi dtfinir des amorces 
(primers) utilisables pour la detection in vitro d'une 
infection par H. pylori . Une amorce est caract6ris6e en 
ce gu*elle comprend un fragment nucltotidique tel 
gu'issu d*une sequence dtcrite prtcedemment, comprenant 
d* environ 18 & environ 30 de preference d' environ 25 & 
environ 30 nucleotides. Une telle amorce peut Stre mise 
en oeuvre dans des reactions d' amplification genique, 
par exemple selon une technique de polymerisation en 
chaine. 

Pour 1' utilisation dans une technique 
d* amplification, des amorces de 1* invention sont prises 
en combinaison deux h deux, de fa^on k hybrider dans 
des conditions determinees avec les extremites 5 * et 3 " 
respect ives du fragment nucieotidic[ue k amplifier. 

Si 1 ' on met en oeuvre la technique PGR, les 
conditions requises pour 1 * hybridation specif ique des 
amorces avec 1*ADN & detecter sont les conditions 
decrites dans les demandes EP 200363, 201184, 229701 et 
la temperature est calcuiee selon la formule 
T (•€) « [4{C + G) + 2 (A + T) - 10] 


o 


PCT/FRS ? / n 0 § 

o 


21 

dans laguelle A, G repr6sentent 1® nombre de 

nucleotides Q dans les amorces utilis<SeSo 

Lss techniques dl"aaplificatios5i utilisables dans le 
cadre de I "invention coaportent par e3ceapl© la 
technique PCR (Polyaeras® Chain React ion J ddcrite dans 
les deaandes de brevet europden de Oetu© (n° 200363^ 
20118^ et 229701K encor® la technique de 

Replicas®*^ d(Scrite dans Biotechnology (Volo 6^ Octobre 
1988) o 

D^autres sequences nucltSotidiques selon 
1° invention sent des stSquences hybridant dans des 
conditions stringentes telles que dtSfinies ci-dessus 
avec une s<iquence d(§finie dans les pages prdctidentes ou 
une s<§quence compl<imentaire de ces s<iquenceSo 

Les sequences nucl(gotidiques et les vecteurs de 
1" invention peuvent aussi dtre utilises pour 
1" expression d'autres g&nes ou sequences de Eo pylori , 
ou d*" autre® souches dans Eo pylori ou dans d"^autres 
hdtes coaae Eocoli^ 1° Adenovirus o 

L^inventioifi vise en outre un polypeptide 
caractiSrisd en ce qu^'il correspond & l°un des 
polypeptides UreS, UreF, Urea, UreH ou Orel prdsent(§s ^ 
la figure 4^, & toute partie d"au aoins un de ces 
polypeptideso invention vise en particulier tout 
polypeptide aodifitS d<ls lors qu"il pr<Ssente une 
hoaologie fonctionnelle avec le polypeptide d'origine 
UreS^ UreF^ OreG, UreH ou Urel tel qu"e3cpria<S par Eo^ 
pylori c ©u au contraire aodifid par d^ldtion, addition, 
substituion ou inversion d^un ou plusieurs acides 
aain<§s, pour attdnuer voire suppriaer ses propri(St<Ss 
fonctionnelles s^agissant de l** activity ur(§asique telle 
qu»eKpri®(§e par Ho pylori c 
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Les polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH et Urel 
interviennent notamaent dans la regulation et la 
maturation de 1* urease chez H« pylori . 

Un autre polypeptide selon 1* invention est celui 
qui r^pond it I'enchalnement de 11 acides 2unin6s 
suivant : 

Ala Lys lie Cys Tyr 61u lie 61y Asn Arg His 
Les polypeptides de 1* invention et en particulier 
le polypeptide dont la sequence est donn^e ci-dessus, 
peuvent Stre utilises pour la production d*anticozps 
polyclonaux ou monoclonaux, ou pour la detection 
d'anticorps dans un ^chantillon biologigue infects par 
H. pylori , 

Des anticorps nonoclonaux peuvent etre prepares 
par la technique des hybridomes ou par les techniques 
connues pour preparer des anticoi^ps humains. 

Des anticorps centre I'enchainement de 11 acides 
amines ci*-dessus pourraient €tre mis en oeuvre dans le 
cadre d*une reaction de blocage de la maturation de 
1* urease. 

L* invention a ^galement pour objet des vecteurs 
recombinants caract^ris^s en ce qu"ils contiennent une 
sequence d*ADN de 1» invention. De tels vecteurs 
recombinants peuvent par exemple etre des cosmides ou 
des plasmides. 

Un vecteur particuli&rement avantageux pour la 
realisation de 1* invention est caract^rise en ce qu*il 
s*agit du plasmide pILL753 contenu dans E.coli HBlOl 
depose & la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes, Paris France) le 3 Octobre 1991 sous 
le niimero 1-1148 • 

Un autre vecteur recombinant particulierement 
avantageux est caracterise en ce qu"il s*agit du 


o 
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plasBide pILL763 contenu dans EoColi HBIDI d&posi k la 
CNCM le 3 Octobre 1991 sous 1@ numdro I°1149o 

L° invention a aussi pon^ obj@t m hote cellulaire 
recosabinant (ou souchs €@lluleir® rcscosabinant®) g 
casracfcirisd en ce qu"il ©sfe transforsi<i une s<Squenc© 
nucldotidiqu® rdpondant ^ms definition© pricddeHuaent 
donndeso Cet h6tm c®llulaiE'@ ainsi transforai doit 
permettre 1 derepression de la s&c^encs nucldotidique des 
g&nes accessoires de 10ur<lase^ le cag defiant 'modifies 
conforsQ^ment av^ d<&finitions prdcddenteso 

A titre pr<lf(ir<i^ on hdt® cellulai^e recombinant 
<3 est une souche de Ho pylori aodifide par ^ une des 

0 

sequences nucl<§otidiques prdcddetoment ddfinies^ et de 
fagon avantangeuse modifi<ie de tell® fagon que les 
produits des g&nes accessoires modifies gu^elle 
esspriae, contribuent ii att(§nuer les effets de l"* urease/ 
en particulier ses effets pathog&neso 

Par ercemple une telle souche reco@binante peut 
dtre obtenue par autation de la souche K<S de Ho pylori 
ddposde & la CMOS le 3 Octobre 1991 sous le numdro 
I°1150^ la mutation dtant effectuie au niveau de l°un 
au saoins des gfenes ureS^ ureF^, ureG^ MreH ou urei g 
et/ou au niveau d^un ou plusieurs des g&nes de 
structure par esempl© ureA ou ureBo 

De pr(§f<lrence on formera dans le cadre de 
l^invention^ des souches recoabinantes et en 
particulier des souches de Ho pylori recoobinantes dont 
l^activitd urSasique est attinude conforradment au^ 
critdres ddterminds prdcddemment » 

Ainsi des souches recoiabinantes 
particuli^reaent avantageuses sont celles qui 
penaettent d^obtenir un phdnotype urdase-ndgatif et 
comportent au aoins un des g&nes ureE^ ureg g ureG ^ 
ureH ou urel autdo 
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Une inactivatlon du g6ne urel permet par example 
de preparer des souches H. pylori ur^ase-n^gatives » De 
meme certalnes mutations au sein de urel permettent 
d'obtenir un ph6notype ur^ase-n^gatif chez H> pylori c 
alors que les produits des g&nes ureA et ureB sont 
exprim^s. II s*agit par exemple de la mutation n*8 
d^crite dans les exemples. 

On peut cependant transformer d'autres souches 
avec les sequences de 1* invention. En particulier on 
aura recours & E> coli pour r^aliser des mutations dans 
les g&nes ureE, ureF, ureG , ureH ou urel, pr^alablement 
ins^r^s dans cette souche, par exemple par 
1 * interm^dlaire d*un plasmide. Les gtoes ainsi mut^s 
peuvent ensuite Stre introduits dans tine autre cellule 
hdte, par exemple dans H> pylori . 

On note que la d^l^tion du g^ne urel dans une 
cellule E.coli recombinante selon 1' invention n"alt&re 
pas le ph^notype ur^ase-positif d&s lors que les autres 
conditions pour 1* expression de ce phdnotype sont 
r^vmies. 

La souche E.coli recombinante peut par ailleurs 
6tre utilis^e pour produire les polypeptides UreE, 
UreF, UreG, UreH ou Urel et les purifier par les 
techniques classiques. 

Les souches recombinantes de H. pylori , h activit6 
urease att^nu^e, peuvent Stre 6galement utilis^es pour 
le transport et 1' expression de g&nes h^t^rologues, par 
exemple des gtoes du cholera ou des salmonelles 

Diff^rentes techniques peuvent Stre employees pour 
r^aliser des souches recombinantes. On aura par exemple 
recours h la technique d*61ectroporation telle que 
d^crite dans les exemples de cette demande. 

Le cas ^ch^ant cette technique d*^lectroporation 
peut Stre modifi^e en supprimant I'^tape consistant & 
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effectuer un choc 61ectrique au niveau des cellules & 
transformer 0 

L" invention propose des moyens pour prot(6ger 
contre une infection par Ho pylori et en particulier 
par I'adainistration fie compositions immunogifenes 
contenant une souch© cellulaire recombinant© 
caract(Sris(ie par une activity urdasiqiae attdnudeo De 
telles compositions immunogdnes peuvent dtre utilisdes 
en mddecine htmainec 

Une composition immunog&ne peut contenir des 
souches telles que des cellules de Eo pylori dont 
1^ activity urdasique est attdnude par insertion dans la 
souche d°une sdguence nucldotidique selon 1" invention 
comportant au moins une sdquence correspondant au3g 
gfenes ureE „ ureF, ureG , ureH ou ur©I „ le cas dchdant 
modifids pour diminuer l°activitd urdasigueo 

II peut s^agir de fa^on gdndrale de tout hfite 
capable de produire un© urdas© attdnude^ par exeaple 
par mutation des sdquences nucldotidiques d°un ou 
plusieurs g&nes ur©& ^ ureB^ urgC^ ureD ;, ureB . ureF ^ 
ureG ff ureiS ou ur®I ou par esspression d^un© form© 
tronqude d^'un polypeptide int©rvenainit dans la 
structure ^ la maturation ou la rdgulation d© l^urdase* 

L" invention a aussi pour objet un kit pour 1© 
diagnostic in vitro d"une infection par Mo pylori sur 
un dchantillon biologiqu© ddtermind^ caractdrisd en ce 
qu"il comprend % 

" au moins un coupl© d° amorces nucldotidiques 
rdpondant mm critdres ci^dessus^ capable© 
d^hybrid®r au3c ©jstrdmitds 5^ ©t ©n 3° d^un 
fragment nucldotidique spdcifiqu© d°au moins un© 
sdquence nucldique correspondant & un gdne choisi 
parmi ureE„ ureF« ureG, ureH ou urel. 
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- des rdactlfs ndcessalres & 1> extraction des 
acides nucl^lques & partlr de 1 '^chantlllon 
trait6, 

- des r^actifs pour effectuer la polymerisation 
dudit fragment nucl^otidigue, & partir des amorces 
nucl^otidiques, notanment des enzymes de 
polymerisation, en quantity suffisante pour 
r^aliser 1' amplification du fragment cpie l*on 
souhaite amplifier, 

« au moins un enchainement de nucleotides pouvant 
Stre utilise comme sonde et capable d'hybrider 
dans des conditions deteznninees avec le fragment 
d*ADN amplifie, 

le cas echeant des moyens pour reveler 
1 'hybridation. 

Selon un mode de realisation particulier de 
1» invention, on peut egalement incorporer au kit, 

un contrdle interne de la reaction 
d* amplification par exemple constitue par un acide 
nucieigue eventuellement porte par un plasmide, 
ledit acide nucieigue pouvant aisement etre 
detecte par hybridation, par exemple du fait gu'il 
contient un gene de resistance h un antibiotigue, 
ou du fait qu*il est constitue par de I'ADN 
chromosomigue de N6, ledit fragment etant en outre 
muni & ces deux extremites d*au moins une amorce 
d* amplification, ces amorces etant ou non choisies 
paxmi les amorces de 1" invention, et 

- une sonde capable d*hybrider avec 1* acide 
nucieigue contenu dans le controle interne, 

- le cas echeant, une reverse transcriptase pour 
obtenir de I'ADNc & partir de I'ARN eventuellement 
present dans 1 *echantillon teste. 
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La presence d^'un contrdle interne ajoutiS k 
l^iSchantillon penaet d© d(Stecter la presence d© ""faux 
n6gatifs'«' parmi l©s <ichantillonso In effete losrsqu© la 
sonde sp<Scifiqu© du contr61© intern© ne ddtect© pas un 
produit d^aaplification^, on ©st vraiseablablement en 
presence d^'un dchantillon contenant mt inhibiteur de la 
Tag poly®<Sras©(^ inhibiteur qui gdn© 1° amplification 
d^ADM OM &^AmG de Ho pylori c Dan® c© cas^ diffdrentes 
dilutions de l^<Schantillon testd peuvent peraettr© de 
mettre en (Evidence la presence d^acide nucldique de 
Ho pylori o 

Lorsque le tfimoin interne prdsente une reaction 
positive^ une r<Saction nfigativ© au niveau de 
l^iSchantillon testd permet de dtSduir© qu°il y a bien 
absence de Ho pylori o 

On note que les amorces incorporees au contr61© 
interne ; ne sont pas ndcessairement celles de, 
1 " invention o Cependant^, 1© ch©i3C d^'autres amorces peut 
entrainer une diminution de sensibilitdo 

k titre d^'exemple d"6chantillon biologique pour la 
detection d'une infection cheg l°homae par Ho pylori c 
on utilisera des prdldvements tels qu© des biopsies ^ du 
jus gastriqu© ou dventuellement d© la saliv©o 

Ce kit peut aussi dtre mis ©n oeuvre pour des 
contrdles de pollution des eauM ou des contrdles sur 
des aliments o 

L" invention se rapporte aussi & un procddd pour le 
diagnostic in vitro d^un© infection par Ho pylori , dans 
un dchantillon biologique ddtermind^, caractdrisd ©n ce 
qu°il comprend les dtapes de s 

a) mise ©n contact d© l^acid© nucldiqu© de 
l^dchantillon susceptibl© d® contenir Ho pylori 
dans des conditions permettant Inaccessibility 
sous forme d^ADN simple brin ou d^ARM^, avec au 
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molns un couple d* amorces nucl^otldigues selon 
1" invention, lesdites amorces pouvant hybrider 
avec l*acide nucl^ique de H. pylori s'il est 
present, et initier la synthase du produit 
d* Elongation desdites amorces, chague brln de 
sequence nuclEotldigue de pylori sein^ant de 

matrice lorsgu'il est appari6 avec les amorces; 

b) separation des brins d*acide nuclEique 
synth^tisds, de leur matrice; 

c) repetition de la synthase du produit 
d» elongation, i partir de chague brin d*acide 
nucieique present & 1' issue de l*etape b) et 
susceptible d'hybrider avec les aunorces, jusqu'^ 
I'obtention d'une amplification de I'acide 
nucieique recherche, suffisante pour etre 
detectee , 

d) mise en contact du produit de l*etape c) avec 
une sonde nucieotidigue dans des conditions 
permettant de detecter la presence de l*acide 
nucieigue amplifie recherche; 

e) detection des produits de 1 'hybridation 
eventuellement formes • 

Selon un mode de realisation prefere du precede 
pour le diagnostic in vitro ci-dessus defini, la mise 
en contact de 1 'echantillon teste est precedee d'une 
etape de traitement de 1 *echantillon de fa9on k en 
extraire l*acide nucieique. 

Selon un autre mode de realisation prefere, le 
precede compoirte une etape prealable k la mise en 
contact avec les amorces consistant en un traitement de 
I'acide nucieique de 1 'echantillon avec une reverse 
transcriptase, pour obtenir la synthase d'ADNc k partir 
de 1 • ARN eventuellement present dans 1 • echant illon 
teste. 
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L' invention vise aussi un kit pour le diagnostic 
in vitro d'une infection par H« pylori caract^ris^ en 
ce qu*il comprend : 

- une quantity d^termin^e de sondes selon la 
definition pr^c^dente, 

- un milieu appropri^ pour la realisation d*une 
reaction d* hybridation entre I'acide nucieique de 
H. pylori h detecter et la sonde, 

- des reactifs pour la detection des hybrides 
eventuellement formes. 

Un procede pour 1* utilisation de ce kit et pour le 
diagnostic in vitro d'une infection par H> pylori , h 
partir d'un echantillon biologigue, est caracterise en 
ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de 1 'echantillon h tester 
dont 1*ADN et/ou de 1*ARN a ete prealablement 
rendu accessible, avec une sonde precedemment 
definie, dans des conditions permettant 
1* hybridation de I'acide nucieique avec la sonde; 

- la mise en evidence d'une reaction d' hybridation 
eventuelle entre I'acide nucieique et la sonde. 
Les sequences nucieotidiques de 1' invention 

peuvent etre obtenues soit par extraction de I'acide 
nucieique de H. pylori et digestion avec des 
endonucieases choisies et purification, ou encore par 
synthase chimique. 

A titre d'exemple, on peut citer pour la synthase 
de tels fragments d'acides nucieiques, la methode au 
phosphotriester, telle que decrite par Narang, S.A. et 
al dans Heth. of Enzymol., 68, 90 (1979). Une autre 
methode adaptee pour la preparation de fragments de 
nucleotides est la methode au phosphotriester telle que 
decrite par Brown E.L. et al, dans dans Heth. of 
Enzymol., 68, 109 (1979). 
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Cette preparation peut ^galement etre effectu4e 
par un processus automatism, par exemple faisant 
intervenir les diethylphosphoramidites en tant que 
constituants de depart, et dans ce cas, la synthase 
peut 6tre r^alis^e suivant la description de Beaucage 
et al. Tetrahedron Letters (1981), 22, 1859-1862. 

D*autres avantages et propri^t^s de 1* invention 
apparaissent dans les exemples qui suivent et dans les 
figures. 
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FIGURES 


Figure 1 ; Sous-olonage et mutagin^se par transposon de 
PILL753 

A : Carte de restriction lin^aire du cosmide hybride 
PILL585 et du plasmide pILL590 (Labigne et al - 1991) • 
Les cadres gris represent le fragment d*ADN requis pour 
!• expression de 1» urease dans C, jejuni , 
B : Insertion au hasard du transposon MiniTn3-Km. Les 
nombres (1 & 24) de mSme que les cercles, correspondant 
au site d' insertion du transposon dans pILL753; les 
signes (+) indiquent que le transposon n'a pas inactive 
I'expression de 1 "urease alors que les signes (-) 
indiquent que 1' expression de 1* urease a 6t6 abolie. 
C : Carte de restriction lin^aire des plasmides 
hybrides pILL763 et pILL768 g^n^r^s par dilution (A) & 
I'int^rieur de pILL753. La localisation des gfenes (ureA 
h ureH) est indiqu^e par des rectangles. La longueur 
des rectangles correspond & la longueur de I'ADN requis 
pour exprimer les polypeptides. Les filches se rdfferent 
& 1* orientation de la transcription. Le noiobre de 
cadres en bas de la figure indique la taille en 
kilobases des fragments de restriction. Les nombres 
entre parenth^se correspondent £i la taille des 
fragments d'ADM de H. pylori ins6r6s dans un des 
vecteurs de clonage (pILL575, pILL550 ou pILL570) . B, 
BamHI; E, EcoRI, P, PstI, H, Hind lll; C, Clal; Sm, 
Sma l. Les lettres entre parenth^se indiquent que les 
sites de restriction appartiennent au vecteur. 
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Figure 2 ; Activity urdasique exprlmda par B«coli EBlOl 
h^bergeant pZLL753, en fonctioa du temps 

Des boites pr^par^es avec soit un milieu L-agar (ML) 
soit un milieu minimum H9 compl6t:6es avec 10 mM L- 
arginine (MM) ont 6t6 chacune inocul^es avec une partie 
aliguote de 100 nl de culture et mises en suspension 
(10^ bact^rie/ml) dans du NaCl sterile, h 0,85%. Les 
boites ont 6t6 incxibdes, en milieu a^robie ou 
microa^robie, & (A) 30 *C ou (B) 37 *C et les mesures de 
1* activity ont 6t6 faites en tenps voulu. Les 
ast6risgues indiguent qu*aucune activity ur^asigue n*a 
6t6 d6tect6e. 

Figure 3 ; Sequence d>ADN des g&nes accessoires de 
1" urease de H> pylori 

A : Strat^gie pour le s^guen^age des genes accessoires 
de la region urease du plasmide hybride pILL753. Les 
filches correspondent aux tallies des fragments d*AON 
s6guenc6s. Les tStes de fltehes repr^sentent les 
oligonucleotides utilises pour rdaliser et confirmer la 
determination oligonucieotidigue* 

B : Representation schematigue des cinq cadres ouverts 
de lecture (ORFs) deduits & pairtir de 1* analyse de la 
seguence nucieotidigue et leurs tallies en nucleotides. 
AT6 correspond au codon d' initiation relatif & chacun 
des genes* 

C : Les tallies et les masses moieculaires calcuiees 
des cing polypeptides suppiementaires de 1' urease de 
pylori sont indiguees. 
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L©s noabres @r haut fi© la sdquejac© indiguent 1® 

prddites^ dans l^ordr® sdguenti®! Bont g Or©X (bp 211 i 
795), Ur@E {bp 800 k 1^09} 0 ^^^^ ihp 13241 k 2091), Ure© 
(bp 2123 a 2719), @t Or@H (bp 2722 & 3516) o L@s 
sdquenc®® p6t©atielles de liaisoira ams ribosoaes 
(Shine-'Dalgamo, sites SD) ^ sonfc soialigndeso Lss 
sequences encadr<ies correspondent sdquences de type 
profflotemr-like (<770 et <?54) et les fl^cMs au dessus de 
la sequence indiguent les struct^ares <gn boucle avee les ° 
<Sl<Sfflents &^wi signal de fin de transcription rh0° 
ind<ipendant (Rosenberg ©t al (1979) MmUo ReVo Geneto 
13g 319«359)o Les pointing© bo\^b la s(§quence d'^acides 
aminds correspondent a^ domaine de liaison de l^MM ou 
de l^&TP d® la protdine (Higgins et ©1 (3.985) SMBOO Jo 
4s 1033=1040 et Fab© et al (1984) Mm. ReVo Biocheso 
S3s' 293-321) o 

Ficmre S s ©rgaai^ati®® fftocSfeifp© ^© lo@]p4s*@ia tsjrda©© 

Les positions relatives des g(fenes codant pour des 
polypeptides associds avec l^opdron urdase de 
Po airabilis (Jones et al (1989) Jo Bacteriolo 171s 
S414->S422), de Ko aeroqenes (^ulrooney et al « 1990) et 
de Ho wlori f Labicme et al « 1991) sont indiguis. Les 
pourcentages b<b rapportent & la proportion d^acides 
aainds identiques entre dems g&ne© apparentdSo Les 
cadres blancs reprdsentent les g&nes qmi sont uniques & 
l^'opdrono 


Figures 6 et 7 ^alyg<D S@iJ gjwetedt© gas^atal®© ©t mt(S©s 
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Figure 8 ; Profils de restriction apr4s digestion 
enzymatique des ADN totaiiz 

Figure 9 Profils de restriction des souches 85P et N6 

Figure 10 Produits d" amplification des gtoes 

Figure 11 Zmmunobuvardage li l*aide d^anticorps 

Figure 12 Mutagdnftse par transposon : Representation 
sch&natique de quatre dtapes de conjugaisons 
consdcutives ndcessaires pour la construction 
de mutants dans une bactdrie pylori 

Conjugaison 1 : le plasmide transferable pOX38 du 
groupe IncF h^bergeant le transposon MiniTn3*IQn est 
introduit dans E>coli HB 101 contenant 1) le plasmide 
pTCA exprlmant de fa^on constitutive la transposase Tn3 
(TnpA) et immun 2i TN3 compte tenu de la presence de la 
sequence Tn3-38bp et 2) le vecteur suicide de 
conjugaison contenant le fragment clone de H. pylori & 
mutageneiser* Les transconjugants HBlOl kaneoaycine sent 
cultives pendant 48 heures h 30*0 et les bacteries sent 
conjuguees avec E,coli DHl (Nal) • 

Conjugaison 2 : les cointegrats resultant de la 
transposition de MiniTn3-RD dans le plasmide derive de 
pILL570 en 1* absence de resolvase sent seiectionnes 
comme cointegrats kanamycine conjugatifs dans les 
cellules DHl* 

Conjugaison 3 : les cointegrats sent introduits dans 
la souche NS2114 (Rif) hebergeant le gene ere, capable 
de produire une resolution par recombinaison specif ique 
du cointegrat en deux repl icons, l"un consistant dans 
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le donneur d'origlne pour le traiisposon (pOX38* 
MinlTn3-Km) et 1* autre consistant dans le plasmide 
hydride d^rivant de pILL570 dans lequel MlnlTn3-Km a 
6t6 ins6r6. La selection positive des formes r^solues 
des coint^grats a 6t6 obtenue par selection des 
transconjugants NS2114 ii la kanamycine, sur un milieu 
contenant 300 nq/ml de kanamycine ainsi que 300 ng/ml 
de spectinomycine. La demi^re conjugaison entre E.coli 
et une souche d^terminde par exemple E. pylori peut 
gtre r^alis^e selon la description de Labigne^Roussel 
et al, 1988 pr^cit^e. 

Figure 13 Carte de restriction de MiniTaS selon Seifert 
et al (1986 pr6oit«) 

L*6toile indique dans le plasmide pILL570 le site de 
restriction qui a 6t6 modifi^ selon ce qui a 6t6 
d6crit. 


Z - XDBHTIFICATZOH DBS 6BHB8 

MATERIBL8 BT METHODES 

Souches bact:6rlennes ^ plasmldes et conditions de 
culture 

H> pylori 85P a 6t6 Isold chez un patient atteint de 
gastrite, et correspond h la souche ddcrite dans 
Labigne et al (J, Bacterid. 123: 1920-1931 (1991) )« 
E.coli MC1061 (Haniatis et al (1983), Molecular cloning 
a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor N.Y.) a dtd utilise comme hdte dans 
les experiences de clonage et E.coli HBlOl (HsdR hsdM 
reA SUPE44 lacZ4 LeuB6 proA2 thi-1 Sm ) (Boyer et al 
(1969) J. Mol. Biol. 41: 459-472) a 6t6 utilise conune 
h6te pour 1* analyse quantitative de 1* expression de 
1 'urease. Les vecteurs et hybrides utilises dans cette 
etude figurent dans le tableau 1. Les souches d' E.coli 
ont ete cultiv^es dans du bouillon L sans glucose (10 g 
de tryptone, 5 g d'extrait de levure et 5 g de NaCl par 
litre, pH = 7,0) ou sur des boites de g^lose L 
(contenant 1,5% de g^lose) h 37*C. Les concentrations 
en antibiotigues pour la selection des trans formants 
ont ete les suivantes (en milligrcounes par litre) : 
kanamycine: 20, tetracycline: 8, smpicilline: 100, 
spectinomycine: 100, carbenicilline: 100. Pour 
1 'expression de l*activite urdasigue, les bacteries 
E.coli ont ete cultivees sur un milieu limitant 
1* azote constitue de milieu geiose minimtim H9 sans 
eunmonium (pH « 7,4) contenant 0,4% de D-glucose comme 
source de carbone et, sauf indication contraire, 0,2% 
(p/v) de L-glutamine sterilises par filtration et 
fraichement preparee (Pahel et al (1982) J. Bacterid. 
150 ; 202-213) comme source d' azote. 
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Clonaqe aol6culaire et analyses da 

L8S digestions avec une endonucl<Sase restriction ^ le 
remplissage des ®3rtr<6aitdg ©t leg autess aanipulations 
courantes da 1«ADM ©nt dtd effe^^s selon les 
techniques standard de EJaniatis @t c©21o (Kaniatis et 
al (1983K Molecular cloning a lab©rat®ry manual o Cold 
Spring Harbor laboratory, Cold Spring I^rbor Ho¥o)o Les 
digestions partielles avec Sau3A ont faites & ao^'C 
de fagon & ralentir l^activitd easymatiqueo Les 
endonucl(§ases de restriction, le grand fragment de 
1°ADM polymerase I, l^MM polymerase de T4 (utilisde 
pour rendre franches les esctr^aitds (Ses fragments) et ° 
l^hm ligase de T4 ont etd fournis par Amersham Corpo 
La phosphatase alcaline d^intestin de veau a <&t<§ 
fournie par Pharmacia o Les fragments d^km ont dti 
sdpar<Ss par eiectrophorSse sur des bl©es horisontaux de 
gel contenant 1 ou d" agarose et trait(Ss dans des 

tampons Tris-ac(§tate on Tris-phosphats (Maniatis et al 
(1983), Molecular cloning a laboratory manuals Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Iferbor Mo¥o)o One 
<Schelle de 1 kb (Bethesda Research Laboratories) a (Ste. 
utilisde comme standard de poids mol<iculaireo 
L''<ilectro61ution des fragments d^hm ^ partir des gels 
d" agarose contenant du bromure d^ethidiiam (0,4 i&q/ml) a 
effectuiSe comme prdc^demment d<icrit (Jo Bacteriolo 
1732 1920-1931 (1991), labigne et al)o 

Activity ureas igue 

La detection d© l*" activity lareasique © ete effect^ee 
par remise en suspension de 10^ bacteries dans 1 ml de 
milieu uree«indole (Diagnostic PasteurJ et incubation & 
37 °C pendant des periodes variables o La liberation de 
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!« ammoniac due & 1* activity ur^aslgue a 61ev6 le pH en 
provoguant un virage de 1' orange au rouge. 

L* activity ur^asique a mesur^e selon la reaction de 
Berthelot, selon une modification du mode opdratoire 
pr^c^demment ddcrit (Ferrero et al (1991) Microb* Ecol. 
Hlth. Die. 4: 121-134) • Succinctement, les bact^ries 
ont 6t6 recueillies & partir de boites de g61ose dans 
2,0 ml de NaCl h 0,85% sterile et centrifug^es & 12 000 
tr/min pendant 10 minutes 4*C. Les culots ont 6t6 
lav^s devix fois dans du NaCl h 0,85% et remis en 
suspension dans du tampon phosphate de sodixm h 100 xM 
(pH 7,4) contenant 10 mH d*EDTA (FEB). Pour preparer 
les extraits trait^s aux ultrasons, les cellules ont 
6t6 lys6es par quatre impulsions de 30 s avec un 
Branson Sonifier Model 450 r6gl€ h 30 W, cycle 50%. Les 
debris cellulaires ont 6t6 611min6s avant les 
determinations de 1* urease. Les ^chantillons 
fraichement pr6par6s (10-50 /il) ont 6t6 ajout^s h 200 
Ml de solution substrat d'ur6e (ur^e 50 mM pr^parde 
dans le FEB) et mis & r^agir & la temperature ordinaire 
pendant 30 minutes. Les reactions ont ete arrSt^es par 
addition de 400 /il de r^actif de ph^nol-nitroprussiate 
et 400 Ml react if hypochlorite alcalin. Le melange 
react ionnel a ete incube h 50 *C. Des blancs, dans 
lesguels I'actlvite ureasique etait inactlvee par 
1* ebullition pendant 5 minutes avant 1" addition du 
substrat, ont ete traites de fagon semblable. La 
cpiantite d* ammoniac liberee h ete determinee h partir 
d*une courbe d*etalonnage etablissant la relation entre 
et la concentration en eunmonium (h partir de 
NIf4Cl) • On a considere que la liberation de 2 iMmol 
d' ammoniac eguivalait h I'hyrdolyse de 1 txmdl d*uree. 
L*activite ureasique a ete exprimee en limol d*uree 
hydrolysee/min/mg de proteine bacterienne. 
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Determination des prot6ines 

Les concentrations des prot^ines ont d^termin^es 
selon l*essai de Bradford (Sigma Chemicals). Pour 
solubiliser les prot^ines dans les extraits de cellules 
enti&resi les suspensions cellulaires pr^par^es dans du 
TPE ont centrifug^es et les culots ont 6t6 remis en 
suspension dans une solution d»octyl-p-D-glucopyranno- 
side, afin d'^tablir une concentration finale en 
detergent (dans le r6actif colorant) de 0|l-0,2% (p/v) . 

Mutaqdnfese de transposon et construction de 
mutants 

Le systime d'apport MiniTn3-Km a 6t6 utilise pour 
produire des mutations par insertion aieatoires dans le 
fragment d*ADN clone dans pII«L570. 

Le systfeme MiniTn3 decrit par Seifert et al (1986 PNAS 
USA 83: 735-739) faisant intervenir le plasmide pOX38 
en tant que donneur de 1* element transposable et le 
plasmide pTCA agisant en trans et apportant 1» enzyme 
transposase Tn3 (Seifert et al 1985 Genetic Engineering 
Principles and Methods Vol. 8: p. 123-134 Setlow, J. and 
Hollaeinder, A. Editors, Pleniun Press Hew-Yorlc), et la 
souche NS2114 hebergeant le gene ere codemt pour la 
recombinase PI sp6cifique pour le site lox ont ete 
utilises pour la mutagenese de fragments d'ADN avec les 
modifications suivantes : 

i) le HiniTn3 a ete modifie en enlevant le 
fragment Bgl l- EcoR I du gfene codant pour la )J- 
lactamase dans le plasmide pTn (Seifert et al 1986 
precite) , et en le rempla^ant par la cassette 
kanamycine Clal- C. ieitml (1,4 Jcb de longueur 


d^crlt par Labigne-Roussel et: al (1988 J* 
Bacteriol. 170 ; 1704-1708) )• Ce nouvel agent 
d* insertion MiniTn3-Km a 6t6 transpose dans le 
plasmide transferable pOX38 tel que d^crit par 
Seifert et al (1986 pr6cit6) conduisant & 
I'obtention du plasmide pILL553; 

ii) on a utilise le vecteur suicide pIZjLS70 
spectinpmycine conjugatif pr^alablenent d^crit par 
Labigne et al (1991 J. Bacteriol. 173: 1920-1931) 
pour le clonage du fragment utilise pour la 
mutag^n&se. Ce vecteur suicide 6tait d^rivd de 
pILL560 (Labigne-Roussel et al 1988 J. Bacterid. 
170: 1704-1708) dont les sequences d*ADN 
responsables de 1' immunity h Tn3 ont 6t6 d^l^t^es; 

iii) le plasmide IncP, pRK212.1 du "complementing 
plasmid" (Figurski et al 1979 PNAS USA 76: 
1648-1652) a 6t6 introduit par conjugaison dans 
E.coli souche NS2114 et un mutant rifampicine 
spontand de NS2214 h^bergeant le g^ne ere a 6t6 
obtenu et utilise pour la selection des 
transconjugants h^bergeant le coint^grat; 

iv) la resolution efficace des coint^grats 
(produits de co-integration) a ete seiectionnde de 
maniere positive grdce au grand nombre de copies 
du plasmide derive de pILL570 en deposant sur des 
bdites le troisieme melange obtenu sur un milieu 
contenant 500 tig de kanamycine et 300 tig de 
spectinomycine. Les experiences de conjugaison 
pour introduire le gene voulu interrompu par 
MiniTn3-Kn dont le genome de la bacterie ont ete 
realisees par echange d* alleles selon la 
description de Leibigne-Roussel 1988 precitee. 
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S<6quencaqe d@ I'' ADM 

L3S fragsients appropri^s d^ADH ont dtd clones dans 
£313apl9 (St m3ffipl8 (SSaissing mt ©1 C3l^®2) Gents 19g 
269-276) pour lir<§ inddpsnfiasaaent l@s dems brins 
coiapl(imentaire@o Lsg <slosf^@^ contenant fragments 
doinsertioa o?iit ^td Msntifiiis & l^aid© (S© X-'Gal (S= 
bs:o®o°4°chlor0«3°ind©lyl«^«D-galactopyr®Emosid©) @t 
dHsopropyl='^«D«tfeiog©lactopyraimo©id©o '. Ijbb brins 
simples des plasmides r@GOsabin<is E313mpli mt &313mpl9 ont 
&t& obtenus selon la ®(§thode au polydthyl&neglycoi 
(Sanger et al (1980) Jo Holo Bi©lo 143 g lSl-178) <, Le 
s&quengage a Std e£fectuS selon la st&thode d^arr&t de 
chaine avec das diddsoKynucldotides (Sanger et al 
(1977) ProCo Natlo Acado Scio USA T^g 54S3»54S7) k, 
l°alde du nicessaire Sequenase (United States 
Biochemical corpojo Le sdguengage de 1"ADM bicatdnaire 
a (igaleaent dtd effected par arrit de chaine avec des 
did&soKynuclSotides avec le ndcessaire Sequenase par 
eaploi d'ADM plasmidigue purifid sur m gradient de* 
chlorure de cdsi^m (Shang et al (1988) S^ucleic Acids 
Researcho 16 g 1220) » Des dchantillons de 3 ^g d^ADN ont 
dtd d^abord ddnaturds avec une solution de MaOH 1 U 
(volume total 20 ^1) ^ puis neutralises avec 2 i^l 
d^acdtate d° ammonium 2 (pH 4^6) o L^ADM a dtd 
prdcipitd apr&s addition de 60 [sl d^dthanol k 100% 
glacd^ incubation k «7©°C pendant . 10 Mnutes et 
centrifugation & pendant 20 minuteso Apr^s lavage 
avec 60 ^1 d°dthanol k 80% glacd^ le culot a dtd remis 
en suspension dans 10 [&! de tampon de sdquengage 
contenant 0^5 pmol de 1° amorce et incubd pendant 3 
minutes & 65''Co Apr&s une pdriode d° incubation de 30 
minutes & la tempdrature ordinaire^ le sdquen9age a dtd 
effectudo 
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RESULTAT8 

Detection de 1* activity ur6asiaue dans une souche 
hdte d'E>coll h6berqeant le cosmlde recombinant 
PILL585 

Des trans forxnants d' E«coll h^bergeant le cosmlde 
pILL58S ont 6t6 6tal6s sur du milieu minimum H9 glucosS 
addltlonn^ de 0,2% de 1-glutamlne (comme seule source 
d* azote) ou du milieu L, et Incubus & 37 *C pendant 48 
heures, Les transformants ont 6t6 ensulte crlbl^s 
relatlvement h 1* activity ur^aslque selon une essal 
color Im^trlgue qualltatlf effectu^ dans du milieu 
ur^e-lndole. L* activity n*a observ^e que dans les 

transformants de E>coll HBlOl ayant subl plusleurs 
passages (plus de 5 passages) sur le milieu minimum h 
37 *C en conditions d*a6roble. Ce sont done les 
conditions qui ont 6t6 utllls^es pour la determination 
qualitative de 1* expression de 1< urease dans les clones 
d»E^_coli. Aucune activity ur^aslque n^a 6t6 d6tect6e 
dans les transformants cultlvds sur un milieu rlche en 
azote. 

La transformation de la souche E.coll HBlOl avec le 
plasmlde pILL590 contenemt xm fragment de 4,2 kb, 
ldentlfl6 comme la region mlnlmale n^cessalre h 
1* expression de 1* urease dans C> jejuni (LaO^lgne et al 
(1991) J. Bacterid. 173 : 1920-1931) dans les cellules 
d* E.coll , m6me apr^s culture et passages dans un milieu 
llmltant 1* azote. Cela Impllque que les g&nes presents 
sur le cosmlde, mals absents du plasmlde pILL590, sont 
ndcessalres h 1* expression de 1* urease chez E.coll . 


o 
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Sous-clonaqe des qfenes n6c<sssaiges k l^activitci 
ug(§asique dans un@ soucha d^gocoli 

En l''abs©nc© dl" activity iar<lasifu© d(itectabl© dans la 
souch® d° loCQli h(§b(&rg@as)t 1® plas^id® recombimnt 
p£XiL590^ Im fragment d^ insertion &m M ^ du'eosmide 
pILLSSS a dti @oumi@ & me digestioim jpartielle mmo 
l<'endonucl(gase Sau3& po^r produire deg fragments 
comprig entre 7 et 12 Isbo 11© ©nt dt^ traits® & la 
phosphatase alcaline^ pour dviter tout rearrangement du 
gSnome initial ^ et ligatur<§s au plasmide pILL570 
lin<§aris(S avee BamH Zo Apr&s transformation dans BcColi 
HBlOl; chaque transformant rtSsistant k la 
spectinomycine a (&t& soumis & un essai ^Itdrieur de sa 
capacitd ^ hydrolyser l^urdase dans des conditions 
d° induction o Un clone prdsentait un phdnotype urease- 
positifo XI hdbergeait un plasmide recombinant appeli 
p£LL7S3o Ce plasmide contenait un fragment d° insertion 
de 11^3 kbo Les sites de reconnaissance BamHI et 
Hindlll ont dtd cartographies relativement ame sites de 
restriction unicgues EcoR l et Pst l du vecteur pILL570 
(figure 1) o La comparaison de la carte de restriction 
du plasmide pILL753 avec celle du plasmide recombinant 
prdcidemment ddcrit pILLSSO a ddmontri gue le fragment 
d insertion de pILL7i3 avait un fragment d°ADM 
additionnel de 4^,6 kb situd en aval des guatre gines 
de l^urdase prdcddemment identifies dans le plasmide 
pILLSSO (c°est li dire ure& „ ureB^ ureC et ureD ) o 

Optimisation de 1^ activity urdasigu© dans Eocoli 
smioi 

Pour ddfinir les conditions de culture assurant 
1^ expression optimale des g&nes de 1° urease de 
Ho pylori dans Socoli, 1" activity de clones hdbergeant 


PILL753 a 6t6 4valu6e quant i tat ivement apr&s culture 
sur \in milieu limitant 1* azote additionn^ de diverses 
sources d* azote. Dans tous les cas, un milieu de base 
minimum solide a &t6 utilise, car des etudes ont montr^ 
que 1* activity ur^asique 6tait tr&s faible, dans les 
cultures effectu^es dans un milieu liquide. 

Les activit^s relatives des cultures sur des milieux 
compl6t6s ; par L-arginine, L-glutamine, L-glutamate, 
NH4C1 et I'ur^e (chacxm 2i une concentration finale de 
10 mM) ^taient respect ivement : 100%, 36%, 27%, 46% et 
20%. 

L* activity ur^asique a 6t6 optimale dans les cultures 
effectu^es sur un milieu additionn6 de L*arginine« 
L' activity ur6asi<jue n*a pas 6t6 ddtect^e dans les 
cultures effectu^es sur un milieu riche en azote. 

Bien que la presence d*ions Ni^^ libres puisse avoir un 
effet de stimulation de 1* activity ur^asique (Hulrooney 
et al (1989) J. Gen. Microbiol. 135 : 1769-1776 et 
Hobley et al (1989) Microbiol. Rev. 53: 85-108), ceci 
ne s*est pas manifesto sur 1* activity ur^asique des 
cellules h^bergeant pILL753. 

L' analyse au cours de 1* expression de 1* urease dans le 
clone d' E.coli portant pILL753, cultiv^ dans diverses 
conditions, a indiqu6 que 1* activity ur6asique maximale 
6tait obtenue apr^s 3 jours de culture a^robie h 37 *C 
sur du milieu minimum additionnd de L-arginine (figure 
2). L' activity ur^asique dans les cultures effectu^es 
sur un milieu riche en azote 6tait meilleure apr^s 
culture en microa^robiose. En revanche, des conditions 
de microa^robie ont eu un effet r^pressif sur les 
activit^s des cultures limit^es en azote. 
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L'^activitil ur6asique des cellules Bocoli h<fibergeant 
pILL753 en culture en conditions d°a(§robie pendant 3 
jouK"® & 37 dans un milieu minimu® additionnd avec de 
l»arginin©^ dtait 0^,© ± m^l dl^ur^ hydrolyse par 
minute^ par ag de protdincso Par coaparaison l°isolat de 
Ho pylori utilisd pour ©loner le© g&aes de I'^urdase 
hydrolysait l^^urde & un tauss de 23^,2 ± 2gZ /Asol/an/ag 
protdineo 

Identification et localisation des qfenes 
n<§cessaires k 1° activity ur<&asique dan® une souche 
^ h6t© d°goCQli 0 

Pour determiner la region d'ADN nicessaire au ph<Snotype 
uriase-^positif des dtirivds de pILL753 portant r 
lodldment transposable S3iniTn3°Ka ont tout d^abord (Std 
isol<is selon un mode opdratoire prScidemment d(§crit 
(voir Hat<§riels et M^Sthodes) o Des transf ormants 
d^EoColi HBlOl portant les transposoias ont tous <§t<k 
criblds relativement 2i 1° activity uriasiqueo lis ont 
&t& appelSs pILL733ss^ o& 3C d(§signe le site d° insertion 
de MniTn3==Km tel qu^il apparait sur la carte de la 
figure lo Sur les 24 insertions choisies pour 
l^analyse^ 10 ddrivds avaient totaleaent perdu la 
capaciti d^'hydrolyser l^'urde I2e 3^ 4^, 5^ 10^ 11^ 
12 g 13 et 14) ^ tandis que 14 conservaient le pMnotype 
ur(§ase-po@itif o Ces risultats confident que toute 
mutation d^ insertion ayant une cartographie 
correspondant ams g%nes ure& ©u ureB (mutants 2^ 3^, 4^, 
5 et (5) abolit l°activitcl ur(lasiq[uep mais d(Smontrent 
(Sgalement <p^un fragment d^MM de 2^6 leb situd plus en 
aval du g&ne ureB est nScessaire & 1° egression d°un 
phdnotype urSase-positif dans Bocoli cultivd dans des 
conditions limitant l^asoteo En revanche ^ k partir des 


r^sultats relatifs & la mutag^n&se des transposons, un 
fragment d*ADN de 600 pb situ6 Imm^dlateinent en aval du 
g&ne ureB ne s*est pas r4v61^ 6tre essentiel & 
1* expression de 1* activity ur^asique d2ms E>coli > 

Des analyses additionnelles comprenant l"6t€d»lisseiaent 
de d^l^tions dans le fragment d* Insertion pZLL753 ont 
6t6 effectu^es pour mieux comprendre les conditions 
n^cessaires h 1* expression d'une urease active dans les 
cellules d* B>coli > Des sous-clones d' E.coli portant les 
d^riv^s plasmidiques ont fait l*objet d'une 
determination quantitative de 1' activity ur^asigue dans 
les conditions de limitation de 1' azote d^finies ci-* 
dessus. Les r^sultats sont r^sumd au tableau 2. Tous 
les sous-clones ^talent des d^rlv^s du mSme vecteur 
pILL570, si bien que les r^sultats peuvent etre 
compares. L*un deux, le plasmide pII<L768, a 6t6 obtenu 
par autoreligature du grand fragment EcoR I produit k 
partir du produit de digestion par une enzyme de 
restriction du plasmide pILL753::16 (figure 1). Cette 
construction a conduit 2i une deletion de 2,95 kb & 
1* extremity 3* du segment d* insertion pZLL753« Les 
cellules portant ce plasmide expriment une activity 
urease comparativement faible (tableau 2) . Le plasmide 
pILL763, a 6t6 obtenu par clonage du fragment de 
restriction Clal-PstI du plasmide pILL753 : : 1 dans le 
vecteur pILL570 linearise* Cette construction, dans 
lacpielle un fragment d"ADN de 1,75 Kb contenant les 
g&nes ureC et ureD , pr6c6demment d6crits, 6tait 
supprim6, exprimait une activity ur^asique 
approximativement deux fois plus fortes que celles des 
cellules hebergeant pILL753. Dans aucun cas, des 
deletions ou des insertions n*ont conduit k une 
activity ur^sique constitutive. 
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Analyse de la sequence de la region n6cessaire k 
1' expression de 1 'urease dans E>coli 

Dans le fragment de 11,2 kb n^cessalre & 1 'expression 
de 1* urease dans E>coli , un fragment d'ADN de 3,2 kb 
localise imm^diatement en aval du qhne ureB, a 
identifi^ suivant la strat^gie de la figure 3. 

i) les fragments Hindlll de 1,2 kb et 
BamH I- Hind lll de 1,3 kb, ainsi que I*extr6mit6 des 
gros fragments de 1,3 kb de BamHI, ont ^t^ 
s^quenc^s indSpendamment par clonage des fragments 

4 de restriction BamH I- Hind lll et BamH I -SphI dans , 

les plasmides mutants respectifs pILL753::12, 
pIIiL753::ll; pILL753::10 dans 1*ADN des phages 
M13mpl8 et M13mpl9; 

ii) les fragments de restriction Hind lll de 1,2 
kb, BamHI-PstI de 3,8 kb et BamHI -PvuII de 1,3 kb 
provenant des plasmides pILL753 et pILL589 
(pr^c^demment d^crits) ont 6t6 clones dans I'ADN 
des pahes N13mpl8 et M13mpl9; 

iii) douze amorces oligonucl^otidiques ont 6ti 
synth6tis6es pour confirmer la lecture et produire 
des sequences chevauchant les trois fragments 
s^quenc^s ind^pendamment* Ces amorces ont 6t& 
utilis^es pour des analyses de s^quengage d'ADN 
double brin. 

L* analyse de la sequence a rdv^l^ cinq cadres de 
lecture ouverts (ORFs) appel^s urel, ureE, ureF, ureG 
et ureH. Ces gtoes sont tous transcrits dans la mSme 
direction et il est pr^vu qu*ils cedent pour des 
peptides de 195, 170, 256, 199 et 265 acides amines. 
Aucun ORF de longueur notable n'a 6t6 observe sur le 
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complement Inverse de la sequence lllustr^e par la 
figure 4. Les cinq ORF d^butent par le codon de depart 
caract:6ristique ATG. Quatre des cinq ORF ^talent 
precedes de sites sembleJ^les h la sequence consensus de 
liaison au ribosome (Shine-Dalgarno) d* E>coli (Shine et 
al (1974) Proc, Natl. Acad, Sci. USA 71: 1342-1346), 

Les regions d*amont de chaque ORF ont fait I'objet 
d*une recherche de la presence des sites de regulation 
azotee avec la sequence TGGYAYRN^YYGCZ dans laquelle 
Y B T ou C, R « 6 ou A et Z » A ou T (Morett et al 
(1989) J. Mol, Biol. 210 ; 65-77). Un seul site a 6t6 
trouv6 & 210 pb en amont du locus ure G . Sa position 
precise est representee sur la figure 4. Des sequences 
consensus de type promoteur d' E.coli (g70) ont ete 
observ^es en amont des g^nes urel, ureF et ureH 
(TTGACA, -35 et TATAAT, -10) . 
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TABLEAU 2 : 

Mutagdn^se de 1*ADN olon6 de H« pylori et effet de 
1* activity urease dans lea clones de B^coliH BlOl mis 
en culture dans des conditions limitantes en azote (3) 


Plasmide 

Genotype different de 
E.coliHBlOl PILL7S3 

Activity urease 
(Mmol urea/min/ 
mg) 

PILL753 (2) 


0,86 

PILL753: :3 

ureA d^arad^e 

neg (3) 

pILL753::6 

ureB d^qrad^e 

neg 

PILL753: :8 

ureZ d^cirad^e 

0,86 

PILL753: :10 

ureF d^arad^e 

neg 

pILL753::ll 

ureG d^crrad^e 

neg 

pILL753::13 

ureH ddcrrad^e 

neg 

pILL753::16 

degradation en aval 
ureH 

0,73 

PILL763 

ureC et ureD d^l^t^es 

2,0 

PILL768 

deletion 5* en aval de 
ureH 

0,10 


(1) Bact^ries mises en culture dans un milieu a^robie 
pendant 3 jours dans un milieu minimum M9 
compiet^e avec 0.01 M L-arginine h 37 *C. 

(2) Pour des raisons de comparaison 1' activity urease 
de H> pylori 85P, isolat & partir duguel I'ADN a 
6t6 clone, 6tait de 23 ± 2.3 iimol urea/min/mg 
proteine« 

(3) Aucune activity urease n'a ete detect^e. 


O ' o 



Le premier cas d''e3«pressioKi fonctionnell® de gfenes 
provenant fi® Ho pylori dans des souches d^ locoli est 
prfisenti ieio 

Ceci a dti possibl® en eultivant de© <eellTiales de gocoli 
hiSbergeant le cosaide recombinant de l^iardase pILLSS^ 
(Labigne et sil pr<Scit(l ° 1991} bu^ nan ailieu ainiau® 
contenant une source liaitant 1*' azote o Leg rdsyltats 
obtenus ont perais de aontrer que les gines de l°iar<Sase 
de Ho pylori pouvaient Itre sous le contrdle du syst&ae 
de regulation de l^asote (NTR) ? et qiae 10activit<§ 
urease dan© les cellules de Bocoli <Stait d(§pendante de 
la presence d^un ensemble de g&nes qui ont ^td ddcrits 
dans les pages prtScfidenteSo Cet ensemble de g&nes a (Std 
localise! imm6diatement en aval des qiaatre g&nes ureA ^ 
iireB . ureC et ureD d<§crits dans la publication de 
Labigne et al^^ 1991 prdcitieo Ces noweaus g&nes sont 
sitU(Ss s^ un fragment de 3^,2 kb comportant cinq cadres 
ouverts de lecture qui sont dfisignds par urel . ureE^, 
ureF o ug©6 et ureEI o 

La mise en oeuvre de mutations insertionnelles^ et de 
d<il<§tionSff m, niveau du fragment d°ADM de 11,2 kb 
(pILL7531l sous°clon(6 4 partir du cosaide d^origine^ a 
perais de aontrer que les g^nes ure& ^ MreB, ureF /^ ureG 
et ureH dtaient n6cessaires & l°e3spression de 
l** activity urtSasique dans JEoColi o M contraire des 
mutations insertionnelles li l°int(Srieur du g&ne urel 
n'ont pas affectd sensibleaent l*'activit(i urtSasique 
dans les cellules de BoColi o La ddlition du gdne ureC 
et du g&ne ureD (comae dans le plasaide pILL763) a 
riSsultd dans des activit(fes qui (Staient 
significativeaent plus fortes que celles obtenues dans 
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les cellules portant les plasmldes avec les loci 
intacts, sugg^rant un rdle r^gulateur de cette region 
du cluster du g^ne de 1* urease de H> pylori * 

II apparait clair c[ue pILL753 ne porte probablement pas 
1' ensemble des 616ments n^cessaires h 1' expression 
compl&te de I'uri&ase. La principale preuve pour cela 
est que : d*une part les cellules de E^coli h^bergeant 
pILL753 avaient une activity ur^asique 

approximativement 25 fois plus faible que celle de 
I'isolat H. pylori utilise h I'origine pour le clonage; 
d' autre part la d^l^tion de la region en aval de ureH 
(pILL768) a conduit h vine diminution considerable de 
1' activity ur^asique. II est intdressant de remarquer 
que C. jejuni ndcessite la pr^sente d*un nombre de 
g&nes plus faible pour 1* expression enzymatique en 
comparaison avec les r^sultats obtenus chez E>coli > En 
consequence C> jejuni doit Stre capable de completer 
les fonctions des g&nes clones de H> pylori . 

La necessity de genes accessoires a egalement ete 
demontree pour les Providencia stuartii (Mulrooney et 
al (1988) J* Bacterid* 170 ; 2202-2207), un E^coli 
urease positif (Collins et al - 1988) , Klesiella 
pneumonia (Gerlach et al (1988) FEMS Microbiol. Lett. 
50 ; 131-135) , Proteus vulgaris (Morsdorf et al (1990) 
FEMS Microbiol. Lett. 66; 67-74) , Staphylococcus 
saprophyticus (Gatermann et al (1989) Infect. Immun. 
57; 2998-3002) , Klebsiella aerogenes (Mulrooney et al - 
1990) et Proteus mirabilis (Ferrero et al - 1991 et 
Walz et al (1988) J. Bacterid. 170; 1027-1033). 

La figure 5 presente une comparaison de trois regions 
codant pour 1 "urease, pour plusieurs especes de 
bacteries et montre les similitudes ainsi que les 
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particularities de chacuneo degrd parent(S^ en 
term® d° organisation gi&ndtique et d® polypeptides 
codiis^ est plus fort entr© go Birabilis et Ko aerogenes 
que pour chacun d°entre ems vi© 4 vis d© Ho pylori o 
Alors que 1® polypeptide UreG de Bio pylori prdsentait 
une hoaologie forte avee oelui de So aerocgenes (92% de 
conservation et 59% d " identity) les degris de 
(conservation et identitd) ©ntre les polypeptides UreS 
et Ure? de Ho pylori et Ko aeroc^enes dtaient 8 (33% et 
14%K i^^^ ®t llp6%)ff respect iveaento-SSulrooney ©t al 
ont constats que les g&nes d© Ko aerogenes codant pour 
<3 les prot(Sines accessoires UreS^ OreX et UreG sont ^ 

iapliqudes dans 1" activation d® l^apoensyae par 
incorporation de nickel dans des sous-unitis de 
l^urdaseo Du fait de la presence de s<iries de rSsidus 
hystidin® li l^esctrdsaitd carboxy^-terainal© du 
polypeptide Orel de Klebsiella ©t de Proteus , ESulrooney 
at al ont proposi que Urel pourrait interagir avec 1© 
nickel pour le transferer ensuit© k l°apo®nsy®©o Une 
tell© S(Sri© de risidus n^^ pas dti trouvi© sur le . 
polypeptide Urel de Ho pylori ni sur aucun autre des . 
produits des g&nes ur<iaseSo 

La recherche de similitudes entre la sequence d^acides 
aainds ddduit© des g&nes d© l^nsriSase d© Ho pylori et 
les sequences consensus impliqudes dans m sit© de 
liaison de 1°AD£7 (Pabo et al ° 1931} ®u dans des sites 
de liaison de l^hTW* (Higgins ©t al = 1985) a p©rmis 
1 ° identification d^'un sit© de liaison de l^MM k 
1 " intdrieur du produit du g^ne urel (figure 4Jo D© plus 
un sit© de liaison de l^MP bien conservd (°GVCGSGKT«=) 
exist© & I'^esctrdmitd M2°terminale du produit du g^ne 
ureGo 
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La region de 1' urease de H. pylori pr^sente certains 
^l^ments uniques qui sont les sulvants : tout d*abord 
les g&nes ureC, ureD, urel et ureH sont unicpies pour 
H. pylori c Ensuite la r^gibn de 1* urease consiste en 
trois blocs de g&nes qui sont transcrits dans la m£me 
direction et pr6sentent une region interg^nique de 420 
bp entre ureD et ureA et 200 bp entre ureB et urel , 
Ceci sugg&re une organisation g^n^tique particuli&re h 
H, pylori c dans laquelle les trois blocs de g&nes 
peuvent 6tre r^gul^s ind^pendamnent • 

II est g^n^ralement admis que la synthase d*ur4ase par 
H. pylori se fait de fa9on constitutive. Les r^sultats 
pr6sent6s ici tendent & montrer que 1 'expression des 
g&nes de 1* urease de H. pylori pourrait en fait Stre 
sous le contrdle d*un syst&ne de regulation* En effet 
1* expression des g&nes ureases de H> pylori line fois 
transf^r^s chez E^coli, est totalement sous le contrdle 
du syst&me de regulation de 1 * azote (NTR) • II est 
possible que les g^nes de 1> urease de H* pylori , soient 
dlrectement dependants de la synthase des produits des 
genes ntrA , ritrB, ntrC de E.coli mais on ne peut 
exclure qu*ils soient dependants de 1* expression d*un 
ou de plusieurs autres genes codant pour une (des) 
proteine (s) regulatrice (s) analogue (s) aux produits 
ntr de E*coll > Sur la base de ces donnees on peut 
penser que des parametres physlologiques, tels que la 
presence d*un milieu sollde ou d*une atmosphere 
mlcroaerophile puisse jouer un rdle dans 1* expression 
de 1 'urease chez H* pylori in vitro ou in vivo . 
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II ^ PREPARATION DE 80UCHE8 MUTAKTES 


- Souches utllis^es pour les experiences 
d*61ectroporatlon : plusieurs souches Isoldes de 
biopsies ont 6t6 test^es pour leur aptitude h 
6tre eiectropor^es incluant la souche 85P 
d^crite dans la publication de Labigne et al • 
1991 pr^cit^e, h partir de laquelle le clonage 
initial des g^nes de 1* urease a 6t6 r6alis6. Une 
seule souche designee N6 d6pos6e h la CNCM sous 
le nuxn^ro I-llSO le 3 Octobre 1991, a donn6 des 

4 r^sultats positifs* 

- Creation des mutants dans le fragment clon6 du 
chromosome de H> pylori , souche 85P : les 
mutants sent pr^parte par mutag^nfese k I'aide 
d*un transposon (HiniTn3-*Km) qui permet 
1* insertion au hasard de 1* element pour la 
recombinaison de la souche ( element de 
transposition). Le site d* insertion de chacxm 
des elements de transposition a ^t^ ddfini par 
analyses de restriction des plasmides derives 
(cf figure 1) . 

- Electroporation : 10^** cellules de H. pylori ont 
6t6 rteolt^es sur g^lose au sang (10% de sang de 
cheval) lav^es dans une solution de 
glycerol/ sucrose (15% v/v et 9% w/v) et 
resuspendues sous un volume de 50 ^1 ^ 4*C. 500 
ng d*ADN plasmidique purifi6 sur CsCl et dialys6 
extemporantoent centre de l*eau distill6e ont 
6ti ajout^s sous un volume de 1 Ml ^ux cellules 
& 4'C. Aprte 1 minute sur la glace les cellules 
d'ADN ont 6t6 transferees dans une cuvette 
d * electroporation preref roidie & -2 0 * C ( BioRad 
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r6f : 165-2086, de 0,2 cm de largeur) , puis 
placde dans l^apparell "Gene pulser Apparatus - 
BioRad) pour lequel il a 6t« f ix6 les param6tres 
suivants : 25F, 2.5kV et 200 ohms. Apr&s avoir 
d61ivr6 1* impulsion 61ectrique avec des 
constantes de temps 4,5 & 5 msec, les bact^ries 
ont 6t4 resuspendues dans 100 /il de tampon SOC 
(2% Bacto tryptone, 0,5% Bacto yeast extract, 10 
xnM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 siM MgCl2, 10 mM H9SO4, 
20 SiM glucose) , et inocul^es sur g^lose au sang 
non selective (sans kanamycine, mais incluant 
vancomycins, trimethoprime, polymixine, acide 
nalidixigue, amphot^ricine B) pendant 48 heures 
h 37 *C sous atmosph&re microa^rophile. Les 
bact^ries sont ensuite rdcolt6es, resuspendues 
dans un volume minimum (0,5 ml) et 6tal6es sur 
boites de g^lose au sang selective (incluant 20 
Mg/ml de kanamycine et le coktail antibiotique 
ddcrit ci-dessus) . La croissance de bact^ries 
transform^es et r^sistantes h la kanamycine 
apparait apr&s 4 jours d* incubation & 37 *C en 
atmosphere microa^rophile. 

Les autres techniques incluant PCR, Southern, et 
Western sont des techniques classiques. 

RE8ULTAT8 

Deux mutations g^n^r^es par insertion de HiniTn3- 
Km dans le g%ne ureB present sur le plasmide pILL753 
ont 6t6 6tudi6es en detail. II s*agit des mutations 
ntim6rot6es 3 et 4. La position precise de chacune des 
insertions est donn^e h la figure 6. Les plasmides 
correspondant h ces insertions ont 6t6 pr^par^s, 
purifies et concentres, Des bact6ries resistantes & la 
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kanamycine pr^sentant toutes les caract^ristlques de la 
souche utilis^e pour l»61ectroporation ont iti 
obtenues; elles sont totalement incapables d * hydrolyser 
I'ur^e. 

Des contrdles ont permis de verifier que la souche 
mutante est une souche isog^nique : 

* bien que "urease negative** les souches ont les, 
propri^t^s biochimlques caract^ristiques des 
bact6ries appartenant h I'espfece H> pylori 
(oxydase, catalase, sensibility h I'oxyg&ne); 

* les bact^ries ndres (N6) (CNCM n' 1-1150) et les 
bactdries isog^niques N6::TnKm*3 et N6::TnKm-4 
ont les mSmes profils de restriction apr&s 
digestion enzynatique des ADN totaux (cf figure 
8); 

* apr&s amplification enzymatique h I'aide des 
primers specif iques de H> pylori et s^quenyage 
du produit amplifi6, les mSmes sequences 
nucl6otidiques ont 6t6 trouvdes alors que des 
souches ind^pendantes de H> pylori ne pr^sentent 
jamais la mSme sequence, mais au contraire un 
polymorphisme g^nique important; 

* 1* analyse par hybridation type Southern des 
profils de restriction par BamH I et Hind lll des 
ADN des souches parentales et mut^es t^moigne du 
remplacement des g&nes (figure 7 et son 
interpretation figure 6)« 

One des dif f icult6s rencontr^es provient du fait 
que la souche transform^e (N6) n*est pas celle & 
partir de laquelle le clonage des g&nes de 
1' urease a €tA realise, cette demi&re souche 
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dtant la souche 85P et que les sites de 
restriction Hind lll et BamHI ne sont pas 
conserves d'une souche & 1* autre : une sonde 
correspondant au fragment de 8,1 )d9 provenant de 
pIIiL590 (figure 1) montre clairement des profils 
de restrictions Hind i II qui different entre N6 
et 85P (figure 9) , en particulier absence des 
fragments de 1,25 kb et 1,15 )cb. Par centre les 
fragments Hind i 1 1 de 4,1 kb et BamH I de 5,1 et 
de 1,3 kb sont conserves. II a done 4t6 v6rifi6 
par amplification enzymatique (PGR) h l*aide 
d' oligonucleotides r^partis sur 1* ensemble de la 
region correspondant aux g&nes ureA, jireB, ureC 
et ureD) que les produits d' amplification 1 h 6 
montr^s figure 10 ^taient les memes dans les 
deux souches, et que 1 'absence des sites de 
restrictions Hind lll refl^tait le polymorphisme 
g^nlque et non un rearrangement majeur de la 
region urease* Une telle verification falte, 11 
est possible de confirmer sans amblguite le 
remplacement genique de 1* allele sauvage par 
1* allele mute dans les deux mutants crees. 

enfln 11 a ete verlfie par immunobuvardage k 
l*aide d*anticorps anti-urease, ou anti 
H. pylori prepares chez le lapin, ou anti-H. 
pylori presents dans le serum de patients 
infectes par H« pylori c que les souches mutees 
N6 : : TnKo-3 etNS : : TnRBi-4 n • exprlmaient plus le 
polypeptide de 61 kDaltons code par le gfene ureB 
et done que le gene ureB de ces souches avalt 
bien ete interrompu (figure 11) • 
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1/ S6quenc© nucldotidique^, caractdrisde en c© qu^ell© 
est constitiX(Se pa^^ on m gu^ell© <soapreM aoins 
usie des sdquences nucl^iques correspondant at^ g&nes 
appelds urgSp jjrgF, ug@6 ^ tag©B3 ^ ggel @t rdpondant ams 
enchainements FinaclSotidliqueg prdsentds & la figure 4 
toute parti<i S^au Boins un® ds <se^ sdquences 
nucl<gique@o 

2/ S<S<3uence nucldotMiqu© ©eloim la reveMication 1^ 
caract(Sris(Se en ce qu^elle esfe aodifitie par d<Sl<ition^ 
addition p substitution ©u inversion d°un ©u plusieurs 
nucl(£otides de telle fagon qua les propri<it(is ° 
fonctionnelles deg polypeptides ©odds par ces sequences 
modifi<§es soat soit conservdes soit attcSnuies^ voire 
supprimSeS;^ par rapport ams pr0pri{lt<is de© polypeptide© 
UreS^ UreF^ Ure^^, OreSS oia UreS^^telg qu^esspriais par 
Ho pylori ou de telle f a§on que ©ette sequence modif ide 
n'easpriae pas de polypeptide ©Jieg Eo wlori o 
3/ Sequence nucl<S©tidique sel©n la revendicati©n 1 ou 
la revendication ©ara©t<iris(ie eim ©e qu°elle est 
constitu<i© par ©u en ©e qu^elle ©oaprend % 

a) l°ense^le des sdquenoes nu©l<liques 
correspondant au3g g<lnes appeld® ure^ g ureF^ urea ,, 
urelS y, ur@I et rdpondant aTO enotoaineaents 
nuoliotidiques prSsentSs £l la figure 4 ou^ 
h} l^enses^le for^i par les sequences nucldiques 
(variantesj ©orrespondant & ©es g&nes modifies 
indSpendasoment les uns des autres^ de telle fagon 
que l^'ense^le de ©es variantes ©ode pour des 
polypeptide© ayant une feoaologie fonctionnelle 
ave© les polypeptides UreS^, UreF^, WreG^ iffreH ou 
Urel tels qu''espri®<§s par Ho pylori c ou au 
©ontraire ©ode pour des polypeptides modifies ^ 
pour att&nuer voire supprimer les propri&tes 
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fonctionnelles des polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH ou Urel tels gu'exprim^s par H. pylori o u, 
n'est plus exprlm6 en tant que polypeptides. 
4/ Sequence nucl^otldlque selon l*une quelconque des 
revendlcatlons 1*3, caract6rls6e en ce qu*elle est 
assocl^e aux s6c[uences nucl^lgues correspondant aux 
g&nes de structure ureA et ureB codant pour les sous- 
unites ur^aslgues chez H. pylori . 

5/ Sequence nucl^otldlque selon l*\me quelconque des 
revendlcatlons 1 h A, caract^rlsde en ce qu^elle est 
assocl^e aux g^nes ureA, ureB, ureC et/ou ureD codarit 
pour I'urdase chez H> pylori . 

6/ Sequence nucl^otldlque selon l*une quelconque des 
revendlcatlons 1 h 5, caract^rls^e en ce qu'elle r^pond 
h 1 * enchainement ureE correspondant aux nucleotides 800 
& 1309 de la sequence de la figure 4, ou & tout 
fragment de cet enchainement d^s lors qu'll hybrlde 
dans des conditions strlngentes avec I'enchainement 
ureE ou avec la sequence compiementalre h cet 
enchalnenent • 

7/ sequence nucieotldlque selon l*une quelconque des 
revendlcatlons 1 2i 5, caracterlsee en ce qu*elle repond 
& I'enchainement ureF correspondant aux nucleotides 
1324 & 2091 de la sequence de la figure 4, ou it tout 
fragment de cet enchalnement des lors qu'll hybrlde 
dans des conditions strlngentes avec 1< enchalnement 
ureF ou avec la secpience compiementalre h cet 
enchalnement • 

8/ sequence nucieotldlque selon l*une quelconque des 
revendlcatlons IAS, caracterlsee en ce qu*elle repond 
& 1* enchalnement ureG correspondant aux nucleotides 
2123 h 21\9 de la sequence de la figure 4, ou li tout 
fragment de cet enchalnement des lors qu*ll hybrlde 
dans des conditions strlngentes avec !• enchalnement 
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ureG ou avee la sSquenc® coQpl<§@entair@ k cet 
enchainemento 

9/ Siiquenc© siixcliotMiqu© s<s1ob l°un© quelconqu© d<gs 

272^ ^ 351(S fi© la S(iq[U^ne® la fif^© «^ ©la Si tout 
fragment d© cet ©nchain@®©]at d^© los^s qu^'il hybs^id© 
dans des coMitions string^jrst©© mmQ 1 ° ©nehainemeyit 
ug@H ©u av<8a la sdgutssae© eoapldaentair© & cat 
©ncMisieffiento 

10/ SSqueno® nucldotidiqus g®loini l^w© qu^loostqu© d@s 
revendications 1 & S^^ caraetdrisd© mn c© qu°©ll© rdpoM 
k l^'enchainement ug©I co^^espondaBt ams nucleotides 211 
4 795 d© la sdquenc© da la ffigvar© 4^ ©la Sl tout fragment 
d® c©t enchaine®©nt d&© lo^m qu^il hybrid© dan§ d©s 
condition© stringent©© av©e l^©ncfeain©®©nt ug©£ ©u av©c 
la giiquenc© coxapldaentaiE'© & <e©t ©nchaineaento 
11/ Sdquenc© nucldotidiigu© g©l©n la r©v©radicatioj!i (Bo 
caractdrisd® ©n c© gu°©ll© r<ip©nd k 1^'enchaineaent 
nucldotidigu© suivant @u ©n @© qu°©ll© coaprend c©t 
©nchain©m©nt s 

GCg M& hTh TQQ Th^ QM. hTh QGk MC QQC CAT 
12/ Send© nucldotidiqu©^ earaatdrisd© ©n c© gu*'©ll® 
©St constitud© par un© sdqueno© nucldotidiqu© @©l©n 
l°un© guelcongu© d©s r©v©ndicati©ng Ik 11^ ladit© 
sdgu©nc© dtant margud©o 

13/ More© nucld©tidiq[u©f^ caractdrisd© ©b c© qu^ell© 
coaprend un fragment nueldotidigu© tel qu^issu d^'un© 
sdquenc© s©lon l°un© qu©l(5onqu© d©@ r©v©ndicati©n© 1 k 
11 cosipr©nant ©nviron 18 & ©nviron 30 d© prdfdrenc© 
environ 23 k envir©n 3© nucldotideg^, pour 
1° utilisation dan© un© r<Sacti©n d'' amplification 
gdniqu©o 
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14/ Sequence nucl^otldigue, caract^ris^e en ce qu*elle 
hybride dans des conditions stringentes avec une 
sequence selon l*une quelconque des revendications 1 & ^ 
13. 

15/ Utilisation d'une amorce selon la revendication 
13 , pour la detection in vitro d • une infection par 
H. pylori c h partir d'un dchantillon biologique et h 
1* issue de reactions d* amplification g^nique. 
16/ Utilisation d"tme sonde selon la revendication 12, 
pour la detection in vitro dans un 6chantillon 
biologique, d'une infection par H. pylori , le cas 
6ch6ant & 1* issue de reactions d* amplification g^nlque. 
17/ Polypeptide, caract6ris6 en ce qu'il correspond 
l*un des polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel 
pr^sent^s h la figure 4, ou, k toute partie d'au moins 
un de ces polypeptides. 

18/ Polypeptide selon la revendication 17, sous forme 
modifies par addition, substitution, d^l^tion ou 
inversion d*un ou plusieurs acides amines, pour 
att^nuer, voire supprimer ses propri6t6s dans la 
regulation et/ou la maturation de 1* urease telle 
qu'exprim^e par les polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH, Urel dans H. pylori . 

19/ Vecteur recombinant, caract6ris6 en ce qu'il 
contient une sequence selon l*une quelconque des 
revendications 1 It 11. 

20/ Vecteur recombinant selon la revendication 19, 
caract6ris6 en ce qu*il s*agit d'un cosmide ou d*un 
plasmide. 

21/ Vecteur recombinant selon I'xine quelconque des 
revendications 19 ou 20, caract6ris6 en ce qu*il s'agit 
du plasmide pILL753 contenu dans E.coli HBlOl, ddposd h 
la CNCH le 3 Octobre 1991 sous le num6ro 1-1148. 


22/ Vecteu? recoabinant selon I^un® quolcongoe d(ss 
revendications 19 ou 20^ caractdrisd ©n qy^il ©''agife 
du iplasaid® pILL763 cont^nu dan© Bocoli HBlOl dtSposi & 
la CiSCSa 1© 3 Octobr® 19S1 mnm Im mm<^^ I°1149o 
23/ E&tm cellulai^® recoabinaiafe diffd^mt d@ 
Ho wlogj yi caractirisd mn (g® qyi^il ©gt transforad par 
tm© sdguenc© s©1©b l°ra© gu^lcoBqu© d©g r©v©iridi(sati©ns 
1 & 11 oia 1^^ dans d©s conditions p©rm©ttant @en 
e3cpr©ssion dans l^hdtcio ■ 

24/ H6t© c©llulair© recombinant s©l<Dn la r©v©ndication 
23 ^ caractdrisd ©n c© qva^il ©"agit d^un© souch© d© 
Ho pylori coapr©nant un© sd^©nc© mcldotidiqu© s®lon 
I'un© quelconqu© d©s r©v©ndicationg 2 li 11 o^a 14o 
25/ Hdt© c©llialair© recombinant s©l©n la r©v©ndication 
24^ t©l qu^obtenu par station ds la so^ch© m d© 
ddposd© & la Im 3 Octobr© 1991 ^oub 1© 


nia®dr© I^llSO^, m, nivem d© l°mn moinm d©s g&n®s 

ur©B o ^r©F n iar©e . Br©H ©a Er©l o 
o( 26/ Hdt© c©llulair© r©co®binant s©l®n la revendication 

21 g caractdrisd ©n c© qa^il ©"agit d°mi© souch© Eoccli ' 

laodifid© par un© sdqu©nc© nucld©tidifa© @©l©n l^m© 

ga©lc©ngu© d©s r©v©ndicati©ns 1 4 llo 
J 21/ Hdt© c©llislair© recombinant @©l©n l^nm© qa©lconqu© 

d@s r©v©ndicati©ns 22 k caractdrisd ©n c© qu® son 

acti^itd ^rdasiqia© @st attdniad©o 

28/ C©®p©siti©n ismun©gin©i? caractdrisd© ©n c© qu"©!!© 
conti©nt un hdt© c©llulair© r©co®binant s©lon l^un© 
qu©lconqu© d©s r©v©ndications 23 & 21c 
29/ Kit pour 1© diagnostic in vitr© d^'un© infection 
par Mo pylori sur un dcfeantill@n biologiqu© ddtermind^ 
caractdrisd . ©n c© gu^^il compr©nd s 

« au moins un coupl© d°amorc©s nucldotidiques 
selon la revendication 13 capabl©s d^'hybrider aus 
©^rdmitds S° ©t ©n 3^ d°im fragment nucldotidique 
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specif Igue d*au nolns un g&ne choisi parmi ureE, 
ureF, ureG t ureH ou urel , 

- des r^actlfs n^cessaires h 1 " extraction des 
acides nucl^lques h partlr de 1 < ^chantillon 
traits, 

- des r^actlfs pour effectuer la polymerisation 
dudit fragment nucl^otidigue, h partir des amorces 
nucl^otidiques, notamment des enzymes de 
polymerisation, en! quantity suffisante pour 
realiser 1» amplification du fragment que l*on 
sovihaite amplifier, 

- au moins un enchalnement de nucleotides pouvant 
etre utilise comme sonde et capable d'hybrider 
dans des conditions determinees avec le fragment 
nucieotidique amplifie, 

le cas echeant des moyens pour reveler 
1« hybridation. 

30/ Kit pour le diagnostic in vitro d*une infection 
par H. pylori , caracterise en ce gu*il comprend : 

- une cpiantite determinee de sonde selon la 
revendication 12, 

- un milieu approprie pour la realisation d*une 
reaction d» hybridation entre l*acide nucieigue de 
H> pylori i t detecter et la sonde, 

- des reactifs pour la detection des hybrides 
eventuellement formes. 

31/ Anticorps polyclonal ou monoclonal, caracterise en 
ce qu'il reconnait un polypeptide selon I'une 
quelcongue des revendications 17 ou 18 ou un fragment 
de ce polypeptide. 
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22/ Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 19 ou 20, caracteris6 en ce qu'il s'agit 
du plasmide pILL763 contenu dans E*coli HBlOl depose a 
la CNCM le 3 Octobre 1991 sous le num6ro 1-1149. 
23/ Hote cellulaire recombinant different de 
H« pylori , caracterise en ce qu'il est transform^ par 
une sequence selon I'une quelconque des revendications 
1 a 11 ou 14, dans des conditions permettant son 
expression dans I'hdte. 

24/ Hote cellulaire recombinant selon la revendication 

23, caracterise en ce qu'il s'agit d'une souche de 
H« pylori comprenant une sequence nucleotidique selon 
I'une quelconque des revendications 2 a 11 ou 14. • 
25/ Hote cellulaire recombinant selon la revendication 

24, tel qu'obtenu par mutation de la souche N6 de 
H. pylori , ddposee a la CNCM le 3 Octobre 1991 sous le 
numdro 1-1150, au niveau de I'un au moins des genes 
ureE, ureF, ureG, ureH ou urel. 

26/ Hote cellulaire recombinant selon I'une quelconque 
des revendications 23 h 25, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'une souche E.coli modifiee par une sequence 
nucleotidique selon I'une quelconque des revendications 
1 a 11. 

27/ Hote cellulaire recombinant selon I'une quelconque 
des revendications 23 ^ 26, caracterise en ce que son 
activite ureasique est att^nu^e. 

28/ Composition immunogene, caracteris6e en ce qu'elle 
contient un hote cellulaire recombinant selon I'une 
quelconque des revendications 23 a 27. 
29/ Kit pour le diagnostic in vitro d'une infection 
par H. pylori sur un echantillon biologique determine, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- au moins un couple d' amorces nucleotidiques 
selon la revendication 13, capables d'hybrider aux 
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extremites 5* et en 3 ' d'un fragment nucleotidique 
specif ique d'au moins un gene choisi panni ureE, 
ureF , ureG , ureH ou urel, 

- des reactifs necessalres a 1' extraction des 
acides nucleiques a partir de 1 •echantillon 
traite, 

- des reactifs pour effectuer la polymerisation 
dudit fragment nucleotidique, a partir des amorces 
nucleotidigues, notamment des enzymes de 
polymerisation, en quant ite suffisante pour 
realiser 1 •amplification du fragment que I'on 
souhaite amplifier, 

- au moins un enchainement de nucleotides pouvant* 
etre utilise comme sonde et capable d'hybrider 
dans des conditions determinees avec le fragment 
nucleotidique amplifie, 

- le cas echeant des moyens pour reveler 
1 ' hybridation . 

30/ Kit pour le diagnostic in vitro d'une infection 
par H, pylori , caracterise en ce qu'il comprend : 

- une quantite d^terminee de sonde selon la 
revendication 12, 

- un milieu approprie pour la realisation d'line 
reaction d • hybridation entre I'acide nucleique de 
H, pylori a detecter et la sonde, 

- des reactifs pour la detection des hybrides 
eventuellement formes. 

31/ Anticorps polyclonal ou monoclonal, caracterise en 
ce qu'il reconnait un polypeptide selon I'une 
quelconque des revendications 17 ou 18 ou un fragment 
de ce polypeptide. 
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pTC 


TnpA' 



HBlOl 


1 

X 


yl9IZo f 

DHl (Nal) 



Tra+ 
pOX38::Tn3-Km 



Transposition 


30°C 


?ct/FR3 2 / 0 0 9 21 


HBlOl (Sm) 




Cointegration 

X 2 



NS21 14 (Rif) DHl (Nal) DHl (Nal) 




